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RED 
(山东 大 学 生物 系 AN/ fà e AES J2 
Å 摘要 ”本 文通 过 聚 丙 精 栈 腔 凝 胶 电 访 靶 研究 了 杆 每 肾 及 有 姬 胎 发 育 过 程 中 酯 梅 、 苹 果 酸 赔 

氢 酶 、 乳 酸 脱 氢 酶 和 超 氧 化 物 上 野 化 酵 等 几 种 同 工 酶 的 表达 模式 。 结 果 表 明 ， 苹 果 屋 脱 氢 酶 和 
超 氧 化 物 歧化 醉 在 晴 脂 肪 体 、 血 淋巴 、 卵 母 细胞 以 及 胚胎 发 育 中 均 表 达 ， 乃 酸 脱 氨 醉 只 在 肾 
有 陪 肪 体 中 视 到 ， 而 在 血 淋 巴 和 卵 挟 细胞 中 宙 有 测 到 ， 但 在 肤 胎 发 育 晚期 获 表 达 ; 酯 酶 在 脂肪 
体 中 获 强 表达 ， 但 在 血 淋 巴 和 卵 干 细胞 中 表达 很 弱 ， 在 胚胎 发 育 过 程 中 仅 在 晚期 得 到 较 充 分 
表达 。 胚 胎 发 育 中 未 检测 到 胆 碱 酯 酝 ， 与 抗 性 有 关 的 山 酸 酯 栈 、 过 氧化 物 栈 和 过 和 氧化 氨 酶 在 
肾 血 淋巴 、 脂 肪 体 及 了 胜 胎 发 育 中 均 未 检测 到 。 读 研究 提供 了 正常 生理 状态 下 析 悉 肾 及 有 凸 胎 发 
育 过 程 中 几 种 同 工 酶 菇 因 表 达 的 一 般 模式 ， 为 研究 蟒 姻 目 昆 虫 同 工 酶 积累 了 资料 。 


xung ge, B mdi ngo KÄ, A 3 fo Aj 


EL di tk P Ee fE & Ph IS] DIREULAE PEIEE UI dE). APLE R h E a TN E 
B ski BONS LER. (UIDES, NIonrtsi5tbbRTEA SIS, TIE MIS OKAR pua 
T s RMR UK AG BS s AO EE NR E pc Ti to RE RON ( 尚 稚 珍 等 ，1990); 棉铃 虫 抗 
8,39 BS ATO PER NR LETS He nk XR HE E HM Pn EFE, 1994). SeEQERÉSATLLZK 
ROMMERE, ERRAILEN (Rockstein. 1988). E d fk Ps tg SIE 
phth, xpíC(E do TOISESCIEALEE D S pL X 〈 李 周 直 ，1994)。 此 外 ， 多 功能 氧化 
醇和 谷 胱 甘 肽 转移 醇 也 与 昆虫 抗 性 密切 相关 。 而 胆 碱 酯 醇 则 属于 农药 作用 的 又 标 栈 ， 有 机 
碰 酸 酯 和 和 氨基 甲酸 酯 类 化 学 农药 均 为 抗 胆 碱 酯 酶 剂 ， 可 抑制 乙酰 胆 碱 酯 酶 ， 使 神经 递 质 乙 
酰 胆 碱 不 能 被 分 解 ， 从 而 引起 神经 系统 的 严重 障碍 导致 虫 体 死亡 。 

在 正常 生理 状态 下 与 抗 性 有 关 的 同 工 醇 基因 可 能 有 的 表达 ， 有 的 不 表达 ， 有 的 则 弱 表 
达 。 在 农药 的 选择 压力 作用 下 ， 一 些 与 抗 性 有 关 的 同 工 酶 基因 可 能 被 敬 活 或 扩 增 。 闸 明正 
常生 理 状 态 下 昆虫 体内 同 工 酶 基因 表达 的 一 般 模式 及 规律 ， 对 研究 害虫 抗 性 产生 及 褒 理 具 
重要 意义 。 查 由 于 大 量 施 用 化 学 农药 ， 一 些 重要 害虫 的 感性 品系 不 易 获 得 ， 难 以 进行 该 项 
研究 ， 而 杆 短 属于 馆 志 目 昆 虫 ， 卵 粒 大 ， 一 次 产 出 ， 胚 胎 发 谊 期 长 ， 加 之 未 经 农药 选择 ， 
是 进行 读 项 研究 的 理想 实验 材料 。 由 标 番 所 获得 的 结果 可 作为 其 它 贱 翅 目 昆虫 正常 生理 状 
态 下 同 工 酶 基因 表达 的 参考 模式 。 


* 国家 款 般 留学 回国 大 员 基 谷 资 助 项 目 
本 文 1995 年 6 日 19 日 收 到 ， 同 年 9 月 12 日 修 回 
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1 材料 及 方法 


1.1 材料 
检 番 肾 采 自 山东 省 烟台 市 ， 京 丙烯 酰胺 凝 胺 电 六 试剂 为 国产 分 析 总 试剂 ， 各 类 同 工 酶 i 
RA NA Bl 
1.2 方法 
1.2.1 样品 制备 REIRE, HE 10 其 ， 取 血亲 巴 和 脂肪 体 。 血 杀 巴 离心 10 min, 
1500r/ min, WLR ke Ho, 脂肪 体 由 TBS (0.01 mol/L Tris-HCI 缓冲 生理 盐水 
pH 漂洗 两 次 ， 再 由 缓冲 液 A(0.01 mol/L Tris-HCl Z& ^t iE, pH?7, 1 mmol/L 
EDTA 和 1 mmol/ L HECE) PERPE 1 次 ， 加 人 1 mi 缓冲 液 A 习 桨 ， 离 心 10 min, . 
12000r/min， 取 上 清 液 备用 。 卵 母 细胞 句 桨 液 以 充分 生长 的 剖腹 卵 加 缓冲 液 A K, 
离心 10 min，12000r /min， 取 上 清 液 备用 。 
胚胎 发 育 各 时 期 样品 制备 ， 取 桦 蛋 肾 置 25 亿 温 箱 中 使 其 多 化 ， 取 配 对 后 同时 产 出 的 
受精 卵 置 25 人 C At FEE., f 24h 取样 20 粒 ， 直 至 幼虫 币 出 。 每 样 加 入 0.5 ml 缓冲 液 
A 习 桨 ， 离 心 10 min, 12000 r/min， 取 上 清 液 备用 。 
122 HikEG FARAR Ekk, KRE 10%，Tris- 甘 氨 酸 缓冲 系统 ， 
40mA，100 V， 电 水 4h 后 取出 显 色 ， 显 色 方 法 如 表 1。 


RI 同 工 酶 显 色 方法 
Tab.I The stain methods of isozymes 


Hr m NAD NBT PMS Nac MnSO, Book 
[i img) (mg) img) 0.2mol/L 5mmol/L 20 ml 
0.5 ml 3554 0.2 mol / L Tris~ 
LDH 乳酸 钠 D SL HCI, pH7.5 i 
5mllmol/L 0.2 mol/ L Tris- ` 
MDH HERPE 10 od 2 HC], pH8.0 
gsr 05m 1% 40 mg MH RR-£t 0.2mol/ L NaP, pHé 
-MRR f d 
ean 4s 25 ml 0.0143 0.1 mol/L Tris-HCI, 
1004! TEMED, XE. pH9 
5 ml 0.12% Sm E 3E Bi - dy Gd 
20 2 A 
POX iro. Board 
3. 5mlO.1 mol/ZL 
CAT — 3'4H;0, Na,$,0, 0.1 mol / L NaP, pH? 


25ml0.] mol/ L KI 


Li ASRHGKHEdE (19920. Flohe (19840, WEE (1985) 方法 加 以 适当 修改 。 | 
* o S0mg X Him E 135 mg MEKKE TF 25 ml 10% 酷 酸 中 。 
胆 碱 酝 醇 及 北 酸 酝 栈 鉴定 在 尚 稚 珍 等 (1990) 方 法 基础 上 修改 进行 ， 在 酯 醇 染 色 之 前 ， 
先 分 别 以 10 ml 0.1% 毒 扁豆 碱 和 10 ml 0.2% PRERE 10 min， 充 分 水 洗 后 再 r 
R de 0575 HIT eE. ; 


quM 


ERER 
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2 结果 


2.1 覃 每 晴 血 淋巴 、 脂 肪 体 、 卵 母 细胞 中 几 种 同 工 醇 的 模式 
2.1.1 WERE (EST) 《EC3.1.1.1》 在 奴 、 帷 血 淋 巴 和 卵 母 细胞 中 栈 醇 弱 表 达 ， 但 在 梭 、 帷 
脂肪 体 中 栈 酶 强烈 表达 ， 在 10% 凝 胶 上 表现 出 9 条 醉 带 ， 而 幼虫 在 负极 端 增加 两 条 带 ， 
表现 为 11 条 带 ， 由 正极 到 负极 分 别 命名 为 Est 1 一 11 (图 1)。 


|| 
HI 





1 2 3 4 5 6 


图 1 贾 醇 在 肾 血 淋巴 、 脂 肪 体 和 卵 母 细胞 中 的 表达 模式 (10% 胺 浓度) 
Fig.l The expressions on polyacrylamide electrophoresis (PAGE) of EST genes in pupae (10% gel.) 

1. 雄性 血 淋 巴 (mele hemolymph} 2. tE fni E (female hemolymph) 

3, itt TRU f (male lipid body} 4. &EPERERrfE(female lipid body) 

5. BB im (oocytesh 6. 35 larvae). 
2.1.2 RERS (MDH) (CECI.1.1.37). 在 奴 、 肉 肾 血 淋巴 、 脂 肪 体 及 嘟 母 细 胞 中 
MDH 均 得 到 表达 ， 其 中 ， 血 淋巴 和 卵 母 细胞 中 MDH 表现 为 迁移 率 相同 的 1 条 带 ， 但 
脂肪 体 中 的 MDH 却 表现 为 迁移 率 较 快 的 两 条 带 ， 共 活性 较 高 ， 原 义 浆 被 经 4 倍 稀释 后 
才 得 到 清晰 的 醉 带 (图 2)。 
21.3 HÆRS (LDH) (EC1.1.1.27) LDH fX EHE, HERE RAA, Do 1 条 
带 ， 而 在 雄 、 帷 血 淋 巴 和 卵 母 细 胞 中 未 检测 到 (图 35. 
2.1.4 ” 超 氧 化 物 战 化 醇 C(SODO (EC1.15.1.1) SOD 在 雄 、 肉 血 淋 巴 、 脂 肪 体 、 卵 母 细胞 
中 均 表 达 ， 但 带 型 略 有 差异 ， 血 淋巴 中 表现 为 7 条 带 ， 脂 肪 体 中 表现 为 5 条 带 ， 嘱 母 细 胞 
中 也 表现 为 6 条 ， 但 有 1 条 带 迁 移 率 不 同 。 在 上 述 组 织 或 细胞 中 有 5 条 迁移 率 相 同 的 带 均 
获 表 达 。 由 于 SOD 的 醉 带 迁移 率 相 近 ， 在 加 样 量 偏 多 时 ， 几 条 醇 带 连结 成 1 条 较 宽 的 
带 ， 而 加 样 量 较 少时 有 的 醉 带 不 能 表现 ， 模 式 图 是 根据 多 次 实验 结果 绘制 (图 D. 
2.2 FERRER rn JL 8] AREE DI A 363 SC 
2.0.3 丁 酶 在 整个 胚胎 发 育 过 程 中 表达 很 微 弦 ， 虽 出 现 一 些 模 精 染 色 ， 但 不 能 区 分 酶 
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动 
带 。 直 到 旷 化 成 幼虫 时 酯 酶 才 充 分 表达 ， 可 以 分 状 出 11 条 酶 带 。 由 正极 到 负极 依次 命名 
为 Est 1—11 (图 5), 
以 幼虫 的 酯 酶 进行 抑制 实验 ， 结 果 Est 9 被 毒 扁 豆 碱 强烈 抑制 A RRA, BE 
HEDRA. RRMA RS ER TPP 明显 抑制 的 酶 带 ， 说 明 羧 酸 丁 酶 在 杆 
蚕 幼 虫 未 获 表 达 ，. 或 表达 很 能 不 能 测 出 〈 图 6)。 


— — 一 血清 淋巴 MDH 
— 隧 肪 体 MDH 





图 2 MDH 在 钝 血 麻 巴 、 脂 肪 体 和 卵 母 细胞 中 的 表达 模式 (10%% 胶 浓度 ) 
Fig.2 The expressions on PAGE of MDH genes in pupae (1094 Eel.) 
1. 2. 3, 4, 5 辣 图 (1,2.3.4.5 were the same as Fig.1). 
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图 3 LDH ÆA., BEREA gR Hh B9 d ECCL o REPE RE) 
Fig.3 The expression on PAGE of LDH gene in pupae (1095 gel.) 
i, 2, 3, 4, 5 同 图 1(1,2,3.4,5 were the same as Fig,[)。 
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2.2.0 ” 蕴 果 酸 脱毛 酶 在 整个 胚胎 发 育 时 期 及 幼虫 均 获 表达 ， 表 现 为 迁移 率 相同 的 1 条 


带 ， 与 血 订 巴 和 卵 母 细胞 中 的 相同 ， 而 与 脂肪 体 MDH 不 同 ， 推 油脂 肪 体 MDH 是 在 是 
后 发 育 中 才 逐 渐 表 达 的 图 7)。 
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十 
1 2 3 4 5 
1 2 3 4 5 
图 4 SOD Æ fM., BEAY iE ECBE REG P REAA Ve Be? BE) 
Fig.4 The expression on PAGE of SOD genes in pupae {10% gel.) 
1. 2. 3, 4, S 同 图 1( 1.2.3,4,5 were the same as Fig 1) 
- -一 卫 
a ' 4 aa Ns E FRE eC 
à -g' 
i à | CT rp r3 
» $ b - lLiLILIL3 01.212 
ZA — 1 
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图 5 EST EYES AE IEP FOREARE EE) 
Fig.5 The expressions on PAGE of EST genes in embryogenesis(10* gel.) 

2.2.3” 超 氧化 物 玻 化 酶 在 胚胎 发 育 过 程 中 表达 ， 表 现 为 3 条 迁移 率 相 近 的 酶 带 ， 与 血 淋 
巴 中 的 相同 RRR. 
2.2.4 ”乳酸 陪 迄 酶 在 有 凸 胎 发 育 第 14 天 开始 表达 ， 以 后 活性 逐渐 加 强 ， 直 至 幼体 ， 表 现 为 
. 迁移 率 相 同 的 1 条 带 ， 与 脂肪 体 中 的 相同 (图 8)。 

在 晴 血 订 巴 、 脂 肪 体 、 卵 母 细胞 中 均 未 检测 到 过 氧化 物 酶 和 过 氧化 氨 酶 ， 可 能 读 两 种 
同 工 酶 表达 很 弱 ， 酶 活性 低 ， 及 检测 方法 所 限 ， 未 检测 到 。 
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图 6 TEE di BEES RONEER Je E (1024 Eos BE) 
Fig.5 The identification on PAGE of choline easterase and carboxylesterase in larvave 
l du BE Of nhibited by eserine), 2. ME — XE BET (inhibited by TPP)。 
St Lor EE The arrow shows the choline easterase); 


—- pypeIo £e 
Ue 
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o9z. 4 8 18 1 16 18 HW œz 4 8 i$ 1 16 i$ im 


图 7 MDH £EFEX RA HIES BE CLOSS BE Ms BE) 
Fig.7 The expression on PAGE of MDH genes in the embryogenesis (10% gel.) 









G3 4 & 8 10 12 14 16 184p CO 2 4 6 8 10 i2 i4 18 18 454 
图 8 LDH ZM-EREM SEWEBE rho CR (00 RA) 
Fig.8 The expression on PAGE of LDH gene in the embryogenesis (1095 gel.) 
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3 讨论 
3.1. 梓 番 同 工 酶 基因 表达 的 组 织 特异 性 

实验 结果 表明 ， 株 番 体 内 同 工 醇 基因 表达 有 组 织 特异 性 ， 如 酯 醇 在 脂肪 体 中 获 强 表 
达 ， 但 在 血 淋 巴 及 卵 母 细胞 中 充 有戏 表 达 。 乳 酸 脱 气 酶 也 有 组 织 特异 性 ， 仅 在 脂肪 体 中 及 
凸 胎 发 育 晚 期 检测 到 ， 显 示 出 一 条 带 。 

MDH 虽 在 血 淋 巴 、 卵 母 细 胞 和 罩 肪 体 中 均 表 达 ， 但 脂肪 体 中 的 MDH 具有 显著 差 
异 ， 显 然 是 由 不 同 基因 所 编码 ， 为 便于 区 别 ， 将 前 者 命名 为 血 淋 巴 型 MDH， 后 者 命名 为 
脂肪 体型 MDH. 

SOD 在 血 淋 巴 和 脂肪 体 中 表达 也 有 所 不 同 ， 血 淋巴 经 低速 离心 去 除了 血细胞 ， 上 清 
波 中 的 SOD 属 胞 外 SOD， 表 现 为 7 条 酶 带 ， 而 脂肪 体内 为 胞 内 SOD， 表 现 出 6 AN 
ik. 

32 *ETEBEBRAR ERIS] LES Nf EB, 脂肪 栖 中 同 工 醇 的 关系 

在 所 研究 的 同 工 酶 中 ， 凡 是 在 血 淋 巴 中 检测 到 的 同 工 苹 在 卵 母 细胞 及 胚胎 发 育 过 程 中 
也 可 检测 到 ， 表 明 这 些 同 工 枉 可 能 随 卵 黄 物 质 积 毗 由 血 淋 巴 进入 卵 母 细胞 内 ， 参 与 胚胎 发 
育 中 营养 物质 分 解 代 谢 ， 如 苹果 酸 脱 握 酶 ， 参 与 精 代 谢 ， 而 SOD 则 可 清除 代谢 中 产生 的 
超 氧 自由 基 。 

在 血 淋 巴 中 弱 表 达 的 同 工 栈 ， 在 卵 母 细胞 及 胚胎 发 育 早 、 中 期 也 弱 表 达 ， 如 酯 醇 同 工 
醉 在 师 化 成 幼虫 后 才 充 分 表达 ， 而 在 整个 胚胎 发 育 中 仅 有 袜 弱 表达 ， 扎 酸 脱 挨 醇 在 血 洒 巴 
及 有 凸 胎 发 育 早 、 中 期 均 检测 不 到 ， 只 是 到 了 胚胎 发 育 晚 期 才 充 分 表达 。 在 胚胎 发 育 晚期 及 
幼虫 期 ， 各 组 织 器 官 已 分 化 形成 ， 进 一 步 涪 明了 这 两 种 同 工 酶 基因 表达 的 组 织 特异 性 。 
3.3 梓 备 蜡 及 胚胎 发 育 过 程 中 与 抗 性 有 关 的 同 工 醇 的 表达 术 式 

正如 前 言 中 记述， 昆虫 体内 存在 有 与 抗 性 有 关 的 同 工 本 ， 结 果 表 明 ， 其 中 一 些 在 正常 
生理 状态 下 要 表达 ， 如 超 握 化 物 歧化 酶 ， 在 抗 性 生理 状态 下 则 加 强 表 达 ( 李 周 直 等 ， 
1994); 而 另 一 些 同 工 酶 在 正常 生理 状态 下 表达 很 弱 ， 不 易 调 出 ， 如 凑 酸 酯 酶 ， 在 刚 岁 化 
的 栋 下 幼虫 、 血 淋巴 及 脂肪 体 中 均 未 检测 到 ， 推 测 该 醇 的 基因 是 在 化 学 农药 诱导 下 活化 而 
表达 或 加 强 表 达 的 。 过 氧化 物 醉 及 过 氧化 氮 酶 在 血 淋 巴 、 脂 肪 体 及 卵 母 细胞 中 也 未 检测 
到 。 由 此 说 明正 常生 理 状态 下 ， 昆 虫 体 内 仅 表 达 与 维持 机 体 正常 代谢 及 上 生理 机 能 有 关 的 同 
TE. 

SünfsicRde8], (ETRZDHRJGEAEPDGSNN, "IBESRPSfEfERUD]IMORRSREROD, L25% 
VORAUS RRICUDEX, Ate d oi HARRERA, NUEEPmA MI 
BIA RESCHR, SLÓEBRREADNUIRUHREXI II. BBBEE Sh dUETI RIPE) R, BOEEEREAD E 
在 幼体 时 才 表 达 的 ， 如 果 其 它 虹 权 目 害虫 也 如 此 ， 那 么 抑制 胆 碱 酯 酶 的 化 学 农药 可 用 于 杀 
灭 幼 虫 ， 但 对 杀 卵 效果 不 一 定好 。 
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* 
STUDIES ON THE EXPRESSION OF ISOZYME GENES IN 
PUPAE AND EMBRYOGENESIS OF Antheraea pernyi . 
Wang Jinxing Zhao Xiaofan Gong Bo 
(Department of Biology, Shandong University, Jinan, 250100) e 
Abstract 


The expression models of the genes in several isozymes in pupae and embryogenesis of 
tussah, Antheraea pernyi were studied by means of polyacrylamide gel electrophoresis. The re- 
sults showed the genes of MDH and SOD were expressed in hemolymph, lipid body, oocytes 
and embryogenesis, while the expression of the genes of LDH and EST appeared only in 
lipid tissue specificity. The choline esterase did not obviously express during the 
embryogenesis until larvae. The carboxylesterase, peroxidase and catalase, which dealt with 
the resistance to the insecticides, were not detected in pupae and embryogenesis. The reuslts 
of the studies offered an expression model of several isozyme genes in tussah. This also of- 
fered a good reference for the study on the resistance of pest insects. 


Key words Antheraea pernyi, Isozymes, Gene expression 


